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はじめに
高度な生命活動を営む真核生物の細胞表面には糖鎖
が発現されている。糖鎖はそれが存在する細胞の種類
によって構造や構成糖がそれぞれ異なっており、その
構造多様性を用いて高次生命機能の制御、細胞識別、
分化、免疫系の制御などを司っている。また生体にと
って負の要因であるガン化、病原菌やウイルスの感染
も糖がその現象を仲介しており、適切に糖鎖を制御す
ることは生物の恒常性の維持にとって非常に重要なこ
とである????。
ガンは、生体内にある細胞が突然変異・遺伝子異常・
ウイルス感染・紫外線等によって自己を正常に保つ能
力を失った結果、細胞が異常増殖し続け、塊となり周
囲の正常細胞を侵食し、本来の機能を失わせる重篤な
疾患である。
正常細胞からガン細胞に変化する際に、その細胞表
面に発現されている糖鎖も同様に変化し、ガン細胞特
有の糖鎖に改変することが知られている???。これらの
ガン細胞特有の糖鎖は、ガンが進行すると切り離され、
血液中にも放出されるようになる。臨床において、こ
れらは糖鎖腫瘍マーカーと呼ばれ、これらを認知する
ことでガンの診断に利用されている。この様に糖鎖は
細胞のガン化に深く関わっている。
ガンワクチン治療
人間の体内では常にガン細胞が形成されており、健
康な人でも毎日3000～4000個ほどのガン細胞の芽が形
成されると考えられている。これを免疫細胞が非自己
として認識し、攻撃して駆除することで普段は細胞の
ガン化を防いでいる。しかし、自己の免疫系統が低下
した場合や処理能力を超える異常増殖をした場合はガ
ン細胞を駆除することができず、ガン細胞の増殖を許
しガン化してしまう。
そこで、一つのガン予防の戦略として糖鎖を利用し
たガンワクチン治療法が提唱されている。それはガン
細胞表面に特異的に発現されている糖鎖を化学的に高
純度かつ大量に合成し、ワクチンとして体に投与する
ものである。このように、合成糖鎖を用いた糖鎖ワク
チンにて体をあらかじめ感作させておくことにより、
ガン細胞をより効率的に自己免疫系を用いて排除する
ことが可能となる(図１)。
ガンワクチン治療を開発するにあたって、これらの
ガン関連糖鎖抗原は医療行為に応用するにあたり、大
量に必要である。しかし、これらのガン関連糖鎖は生
体抽出が困難であり、十分量得ることができない。よ
って、ガンのワクチン治療において、このガン関連糖
鎖を正確で効率的かつ大量に生産できるようになるこ
とが必須であり、ガン免疫治療開発において非常に大
きなウエイトを占めている。
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図１ ガンワクチン構想
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糖鎖型ガンワクチンの開発：T?抗原・T抗原糖鎖プローブの効率的合成
本研究ではガン化した細胞表面に発現している糖鎖
の中でも最も基本的かつ単純であるT?抗原とＴ抗原
糖鎖の２種類を有機化学的に効率的に合成し、ガン治
療に貢献することを目指すものである。
合成を目指したT?抗原は、ガン関連糖鎖抗原のなか
では最も単純な構造をとり、その構造はセリンやスレ
オニンの側鎖にN -アセチルガラクトサミンという種
類の糖がα結合したO-結合型糖鎖である?????。T?抗
原は白血病・リンパ腫瘍・甲状腺ガンなどに多く発現
している。
次に、このT?抗原を構成するN-アセチルガラクト
サミンの３位水酸基にガラクトースがβ結合したもの
が、T抗原であり、膵臓ガン、乳ガン、大腸ガンなどに
発現していることが知られている??。(図２)
T?抗原プローブの合成
ガラクトサミン塩酸塩である、化合物１を1Mの炭
酸水素ナトリウム水溶液に溶解し、クロロギ酸2,2,2
-トリクロロエチル(TrocCl)を作用させ、化合物１の
２位のアミノ基をTroc基にて保護した。次いで1,3,
4,6位の水酸基をアセチル化し、２段階98％の収率に
て化合物２を得た。化合物２の１位をべンジル化し、
αβ体混合物としてベンジル体を得、精製後、目的とす
るα体である化合物３を30％の収率で得た。次いで亜
鉛による２位のTroc基の脱保護、アセチル化を行い化
合物４へと導き、すべての保護基をアルカリ条件にて
脱保護することにより、定量的に目的としたT?抗原プ
ローブである化合物５の合成を達成した。(scheme１)
T抗原プローブの合成
◆合成戦略
目的化合物の合成にあたり、すべての過程を有機合
成のみにより合成するのではなく、グリコシダーゼ
(β-ガラクトシダーゼ;E.coli由来)の逆反応である
糖転移活性を用いた酵素合成をその合成過程に取り入
れ、効率的に合成することを目指した。
酵素合成を利用する部分は、先に合成を達成した
T?抗原プローブ５(acceptor)へPNP-ガラクトース
図２ ガン関連糖抗原構造
scheme１ chemical synthesis of T?antigen probe
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(donor)を酵素の基質として用い、ガラクトースを導
入する際に行うことにした。そのことにより、有機合
成時には必須のグリコシレーション時における糖鎖水
酸基の官能基変換ステップを大幅に減じ、ダイレクト
にT抗原プローブを得ることが可能となり、より効率
的な合成方法が確立できる。(scheme２)
◆PNP-ガラクトースの合成
アセチル化ガラクトース６を臭化水素酢酸溶液を用
い１位をブロモ化することにより化合物７へ導いた。
次に、１位にパラニトロフェニル基を導入し化合物８
を得、すべての保護基を脱保護することにより、目的
とした化合物９???を合成した。(scheme３)
◆T抗原の酵素合成とその最適糖転移条件の検討
先に合成した化合物５(T?抗原プローブ)をaccep
-torとし、化合物９(PNP-ガラクトース)をdonorとし
て用い、β-ガラクトシダーゼによる糖転移反応を利用
することによりT抗原の合成を行うことにした。
(scheme４)
最初に、β-ガラクトシダーゼの逆反応である糖転移
scheme２ synthetic strategy of T antigen probe
 
scheme３ synthesis of PNP-galactose
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活性が最大となる至適pHを求めた。pH＝3.5～5.0の
領域では、donorであるPNP-ガラクトース９をほと
んど分解せず、酵素の働きは抑えられていた。ついで
pH＝5.0～7.5の領域では、反応時間は１時間、温度は
37℃、pH＝5.6の条件の時に最も目的としたT抗原プ
ローブ10を与えた。またその目的物は、１時間以上の
時間の経過、pHの上昇と共に減じられていく傾向を示
した。更に、pH＝8以上の領域ではドナーはまったく
分解せず、酵素はその働きを失っているという結果が
得られた。よって本酵素の糖転移における至適反応条
件は、pH＝5.6、反応時間は１時間、温度は37℃であ
ると導き出した。この条件にて基質量、酵素量を検討
し、T抗原合成に最適な基質と酵素量を明らかにする
ことにした。
まずacceptor、donor、酵素それぞれの最適濃度と量
を調べるため、次の検討実験を行った。
化合物５(acceptor)の濃度と酵素量を一定にし、そ
れに対して化合物９(donor)の濃度を変化させ、目的
とした二糖が最も検出される条件を調査した。検出は
TLC、LC-MSにて行い、二糖の生成比較はHPLC分析
における目的化合物のピーク面積によった。(表１)
次に、上記の実験で得たデータを基に、酵素の最適
量(Unit)を調査した。最も目的化合物が得られた②の
条件を基本とし、β-ガラクトシダーゼの量を変化さ
せ、二糖が最も生成される条件を調査した。その結果、
⑧の条件にて最も目的化合物を得ることが出来た。
(表２)
以上より求めた糖転移の至適条件にて、目的とした
T抗原プローブ10の合成を達成した。
まとめ
本研究では、ガン関連糖鎖抗原の中で基本的な構造
であるT?抗原・T抗原の効果的合成法の開発を行っ
た。有機化学的手法－酵素化学的手法の双方を組み合
わせ、より効率的かつ簡便な合成法を開発した。有機
合成により得たT?抗原プローブをacceptorとし、
PNP-ガラクトースをdonorとして用いたT抗原糖鎖
の酵素合成における最適条件を見出し、合成を達成し
た。これらの合成糖は前述したとおり、各種ガン細胞
に発現されているものであり、それらのガンワクチン
をはじめとしたガンの治療、研究において重要な役割
を果たすことができる。
また本研究において合成を達成したガン関連糖鎖抗
原は、各種ガン細胞に発現されている糖鎖の共通構造
となっている場合が多い。例えば、シアル酸をシアリ
ダーゼを用いた転移反応を利用し???、合成したT?抗原
プローブ、T抗原プローブにそれぞれ導入することに
より、卵巣ガン、胃ガン、消化器系のガンにて発現さ
れているST?抗原プローブ、2,6ST抗原プローブへそ
れぞれ導くことが可能である。すなわち将来的には
種々のガン治療に対応できることが見込める。
実験の部
一般操作
β-ガラクトシダーゼは東洋紡績株式会社製、有機試
薬、反応溶媒、カラム溶媒は和光純薬工業株式会社製
のものを使用した。TLCはsilica gel60F254(merck,
alminumsheets)を用い、検出は発色試薬(10％
H?SO?-EtOH)によった。高速液体クロマトグラフィ
ー分析及び、分子量の測定は島津製作所製SPD-M20A
及びそれに連結したLCMS-2020を使用し、イオン源
はESIを使用した。また分析時、使用したカラムは東ソ
ー株式会社製ODS-100V(4.6×150mm)を使用し、流
速は1.0mL/min、溶離液A:水、溶離液B:メタノール
を用い、リニアグラジェント;B20％→50％,30min
にて行った。プロトンNMRは日本電子400Hzを用い
て測定し、旋光度はアタゴ社製AP-300を用いて測定し
た。
scheme4 enzymatic synthesis of T antigen probe
すべての条件にてβ-ガラクトシダーゼ(0.6Unit)を使用
表１ donor量、acceptor量の検討
－＋＋＋＋＋＋＋結果
0.680.570.460.340.11donor(? mol)
0.170.170.170.170.17acceptor(? mol)
⑤④③②①
表２ 酵素量の検討
－＋＋＋＋＋＋＋＋結果
2.41.20.60.30.15β-ガラクトシターゼ(Unit)
??⑨⑧⑦
― 4―
和歌山大学教育学部紀要 自然科学 第61集（2011)
化合物２の合成
化合物１(1.00g,4.64mmol)を1M炭酸水素ナト
リウム水溶液(14mL)に溶解し、室温にてクロロギ酸
2,2,2-トリクロロエチル(2.0mL,14.5mmol)を加
え、室温にて24時間攪拌した。反応終了後、凍結乾燥
した。得られた化合物２をピリジン(20mL)に溶解
し、０℃にて無水酢酸(15mL)を加え、室温にて24時
間攪拌した。反応終了後、０℃にてメタノール(5.0
mL)を加えて過剰の試薬を分解し、減圧濃縮した。得
られたシラップをクロロホルムで抽出し、2N-HCl、
H?Oの順に洗浄した。Na?SO?にて乾燥後、減圧濃縮し
て得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグラ
フィー(Fuji Silysia80mesh,ℓ＝18cm)に供し、溶
出液(１:３AcOEt-hexane)にて化合物２(2.37g,
98.3％)をαβ体混合物として得た。
化合物３の合成
化合物２(724mg,1.39mmol)をジクロロメタン
(4.2mL)に溶解し、室温にてベンジルアルコール
(305μL,2.94mmol)、三フッ化ホウ素ジエチルエー
テル錯体(507μL,4.0mmol)を加え、室温にて５時
間攪拌した。反応終了後、クロロホルムで抽出し、
Na?CO?水溶液にて洗浄した。Na?SO?にて乾燥後、減
圧濃縮して得られたシラップをシリカゲルクロマトグ
ラフィー(Fuji Silysia300mesh,ℓ＝18.5cm)に供
し、溶出液(１:４AcOEt-hexane)にて化合物３
(304.2mg,38.5％)を得た。なお副生成物のβ体は
(232.2mg,29.4％)であった。
［α］???＝ -69.15°(c＝ 3.04,CHCl?);?H NMR
(CDCl?):δ＝7.35-7.29(m,5H,Ph),5.41(d,1H,
J??＝ 2.8Hz,H-4),5.16(dd,1H,J??＝ 11.6,
J??＝ 2.8Hz,H-3),5.05(d,1H,J??＝ 3.6Hz,
H-1),4.94(d,1H,Ph-CH ),4.72(s,2H),4.24-
4.13(m,2H,H-2and H-5),2.17,2.08,2.00(3s,
9H,AcO).
化合物４の合成
化合物３(232.2mg,0.41mmol)を酢酸(5.0mL)
に溶解し、室温にて亜鉛粉末(700mg,10.7mmol)を
加え、60℃にて３時間攪拌した。反応終了後、セライ
トろ過し、クロロホルムで洗浄した。そのろ液と洗液
を合わせ減圧濃縮し、真空ポンプにて３時間乾燥させ
た。得られた残渣をメタノール(3.0mL)に溶解し、
０℃にて無水酢酸(1.2mL)を加え、室温にて５時間
攪拌した。次いで、ピリジン(0.4mL)を加え１時間攪
拌した。反応終了後、減圧濃縮し得られたシラップを
クロロホルムにて抽出し、2N-HClにて洗浄した。
Na?SO?にて乾燥後、減圧濃縮して得られたシラップ
をシリカゲルクロマトグラフィー(Fuji Silysia300
mesh,ℓ＝11cm)に供し、溶出液 (80:１ CHCl?-
MeOH)にて化合物４(164mg,92％)を得た。
?H NMR (CDCl?):δ＝ 7.49-7.36(m,5H,Ph),
6.02(br-d,1H,NH),5.38-5.34(m),4.76(m,1H),
4.47(dd,1H,J??＝2.4,J??＝7.6Hz,H-2),4.36
(dd,1H,H-6),4.22-4.18(m,2H,H-6’and H-5),
2.14,2.08,2.05(3s,9H,AcO),1.99(s,3H,AcN).
化合物５の合成
化合物４(16.3mg,0.037mmol)をメタノール(2.0
mL)に溶解し、室温にて触媒量のナトリウムチラート
を加え、室温にて１日攪拌した。反応終了後、Dowex
(H?)にて中和し、メタノールで洗浄した。それを減圧
濃縮して得られたシラップをゲルろ過クロマトグラフ
ィー(Sephadex LH-20,ℓ＝32cm)に供し、溶出液
(MeOH)にて化合物５(12mg,quant.)を得た。
［α］???＝-67.40°(c＝ 0.36,CH?OH);?H NMR
(CD?OD):δ＝7.35-7.23(m,5H,Ph),4.89(d,1H,
J??＝ 2.0Hz,H-1),4.72(d,1H,Ph-CH ),4.50
(d,1H,Ph-CH),4.21(dd,1H,J??＝2.0,J??＝
7.3Hz,H-2),4.05(dd,1H,H-6),3.98(dd,1H,
H-6’),3.72(m,1H,H-5),1.93(s,3H,AcN).
化合物10の合成
N,N -ジメチルホルムアミドに溶解した化合物５
(10mM:17μL,0.17μmol)とAcONa b.f.(50mM,
pH＝5.6)に溶解した化合物９(38mM:9μL,0.34
μmol)混合し、AcONa b.f.(50mM,pH＝5.6,27
μL)を加え、最後にβ-ガラクトシダーゼ(0.3U)を加
え、37℃にて１時間インキュベートした。反応終了後、
100℃にて５分間加熱し、遠心分離操作 (5000
r.p.m.×10min)を行い、上澄みをHPLCへ供し目的
とした化合物10を得た。
HPLC(ODS-100V column):t?＝10.44min.
ESI-MS Calcd:C??H??NO??473.47,found:496.25
(M＋Na)?.
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